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Cloning and activity analysis of the promoter of fibroin-L gene from the 


silkworm[] Bombyx mori 
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Abstract[] The fibroin light-chain geng] fib- L] of the silkworm Bombyx mori is tissue-specifically expressed in 
the posterior silk glands at high-level. To establish a silk gland bio-factory to produce foreign gene in B. mori 
under the control of the promoter of fibroin light-chain gene[] fib- LU] the activity of the promoter was 
investigated. The fib- L promoter obtained by PCR. was cloned and sequenced. The sequence analysis showed 
that the promoter of fib- L, was constituted of the TATA box] —33 - - 35[] and the characteristic sequence 
GTCAATI[] - 128 - - 121[]. The reporter gene DsRed driven by fibroin light-chain gene promoter was 
transiently expressed in the BmN cells and the posterior silk gland. The result showed that the fibroin light- 


chain gene promoter could drive the report gene transiently expressing both in the BmN cells and the posterior 
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silk gland of silkworm B. mori . 
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Fig. 1 Construction of transient expression 
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Fig. 2 Restriction analysis of transient expression 
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Fig. 3 Motifs of fib- L promoter 
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A region was underlined] [] OO OO OO 000000000000 HD protein factor recognition site was doubly underlined] 
OO0000 Primer sequences were in italic. 
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Fig. 4 Second structure of fib- L promoter 
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可 能 与 调控 蛋白 的 识别 和 作用 有 关 , 从 而 影响 fib- L 

的 活性 以 及 表达 的 组 织 特异 性 .时 间 性 。 基 于 以 上 

的 分 析 , 参考 fib-H 的 顺 式 调控 模式 (Grzelak, 
SGF-2 





Distal region 


-200 


1995) ,我 们 推测 fib- L 启动 子 的 顺 式 调控 元 件 作用 
位 点 如 图 5 所 示 。 
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图 5 顺 式 作用 元 件 图 


Fig. 5 Scheme of cis-acting element 


2.3 fib-L 启动 子 控制 的 DsRed 基因 在 家 等 BmN 


细胞 中 的 瞬时 表达 


瞬时 表达 载体 pSK-FL-DsRed-PolyA FE Ye X Æ | 


Emm 


图 6  pSK-FL-DsRed-PolyA 载体 在 家 等 BmN 细胞 中 的 瞬时 表达 


BmN 细胞 ,培养 24 h 后 ,可 观察 到 红色 荧光 ,但 表达 
量 极 低 ( 图 6)。 


Soum, 





Fig. 6 Transient expression of vector pSK-FL-DsRed-PolyA in BmN cells 
a: 明亮 视野 Bright; b: 荧光 视野 Fluorescent; 标尺 Scale bar = 50 pm. 


2.4 fibp-L 启动 子 控制 的 DsRed # E] Z£ zx # ££ BR 2H 
织 中 的 瞬时 表达 

2.4.1 不 同 品种 家 蚕丝 腺 荧光 背景 调查 : 生物 体 
内 很 多 物质 在 受到 激发 光 激发 后 ,也 会 发 出 荧光 ,这 
种 非特 异性 荧光 会 形成 不 同 程度 的 背景 噪音 ,从 而 
影响 荧光 报告 基因 的 检测 。 为 了 避免 背景 噪音 的 干 
扰 ,预先 选取 若干 品种 家 看 ,解剖 取出 丝 腺 组 织 , 比 
较 不 同 激发 光 下 的 荧光 发 光 情 况 。 来 源 于 7 个 不 同 
品种 家 春 (05 贝 .D6 EJ, D7 花 、L1 中 、Y17、NSJ 和 
JA) 的 丝 腺 组 织 , 顺 次 编号 为 1 ~7, 在 不 同 波段 激发 
光 下 的 发 光 情 况 如 图 7 所 示 。 在 蓝光 波段 (450 ~ 
490 nm) 激 发 光 下 ,各 品种 丝 腺 组 织 均 表现 出 不 同 程 
度 的 绿色 荧光 ; 在 绿 光 波段 (510 ~ 560 nm) 激 发 光 
下 , 除 4 号 (LI 中) 与 7 号 (JA) 外 ,其 余 品 种 均 可 见 
不 同 程度 的 红色 荧光 ; 在 紫外 波段 (330 ~ 380 nm) 激 


发 光 下 ,除了 4 号 (Ll 中 ), 其 余 品 种 也 均 可 见 不 同 
程度 紫外 荧光 色 。 比 较 结果 显示 ,4 号 (L1 中 ) 品 种 
在 紫外 波段 (330 ~ 380 nm) 和 绿 光 波段 (510 ~ 560 
nm) 激 发 光 下 均 未 见 荧光 色 , 在 蓝光 波段 (450 ~ 490 
nm) 激 发 光 下 表现 出 的 绿色 荧光 也 弱 于 其 他 品种 。 
本 实验 采用 的 报告 基因 DsRed KRT E i 
Discosoma sp. ,其 最 大 吸收 波长 为 558 mm, 最 大 发 射 
波长 为 583 nm(Yanushevich et al . , 2002; Sacchetti et 
al., 2002)。 因 此 ,对 DsRed 的 表达 鉴定 采用 绿 光 波 
段 (510 ~ 560 nm) 激 发 光 。 根 据 图 7 结果 ,选用 4 号 
品种 即 LI 中 用 于 DsRed 的 瞬时 表达 研究 。 

2.4.2 重组 载体 在 丝 腺 组 织 中 的 瞬时 表达 : AU 
品种 “Ll 中 ”饲育 至 5 W 18 1.2.3 方法 注射 后 24 h, 
解剖 出 丝 腺 组 织 ,用 杀 子 轻 轻 拉 断 丝 腺 管 壁 ,暴露 出 
丝 腺 细胞 层 断 面 和 丝 腺 腔 内 容 物 ,荧光 显微镜 下 观 
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2-B 
3-B 
4-B 
5-B 
图 7 不 同 品 种 家 大 4 龄 第 4 天 丝 腺 组 织 荧光 色 
Fig. 7 Fluorescent detection of different breeds of the 4th instar silkworm at the 4th day 


1: 05 Dl 05 bei; 2: D6 A D6 bai; 3: D7 花 D7 hua; 4: LI 中 LI zhong; 5: Y17; 6: NSJ; 7: JA; N: 明亮 视野 Bright; 
B: 激发 光波 长 Excitation 450 ~ 490 nm; G; 激发 光波 长 Excitation 510 ~ 560 nm; UV: 激发 光波 长 Excitation 330 ~ 380 nm. 


察 。 结 果 如 图 8 BUR ,在 后 部 丝 腺 细胞 中 可 见 明显 。 前 部 未 见 红色 荧光 。 
红色 荧光 ,而 腺 腔 内 容 物 中 则 不 可 见 。 由 于 pSK-FL- 

DsRed-PolyA 瞬时 表达 载体 中 不 带 有 信号 肽 序列 , 因 3 讨论 

此 ,DsRed 在 丝 腺 细胞 中 表达 后 不 能 分 小 至 丝 腺 腔 

内 ,该 结果 与 预期 情况 相 一 致 。 此 外 ,在 中 部 丝 腺 及 在 丝 蛋 白 基 因 启 动 子 调控 研究 中 ， /ib-L 启动 
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p 
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图 8 瞬时 表达 载体 在 家 午后 部 丝 腺 中 的 表达 
Fig. 8 Transient expression of vector pSK-FL-DsRed-PolyA in posterior silk glands of silkworm 
a: 明亮 视野 Bright; 1: 后 部 丝 腺 管 壁 ( 丝 腺 细胞 层 )The wall of posterior silk glands (layers of gland cells); 2: 后 部 丝 逐 壁 断面 
Intersect of posterior silk glands; 3: 丝 腺 腔 内 容 物 The secretion in lumen of silk gland. b: 荧光 视野 Fluorescent. 


子 的 研究 远 不 如 fübH.P25 以 及 Ser 启动 子 深 入 。 
业已 明确 , 训 - 工 启动 子 是 由 5 上 游 的 TATA 盒 元 件 
(5'-TATATAAAT-3') fll 5'-GTCAATTT-3' 序 列 共 同 组 
成 的 (Grzelak, 1995; 向 仲 怀 ,2005)。 本 实验 克隆 的 
家 看 凶 - 工 启 动 子 序列 中 相应 位 置 含 有 这 两 个 必需 
的 核心 保守 序列 。 此 外 ,通过 检索 发 现 该 启动 子 序 
列 还 存在 其 他 一 些 特征 序列 ,如 与 中 后 部 丝 腺 特异 
性 结合 因子 SGE-1 结合 的 A 区 保守 序列 TTGTTT 
(-59~ -63); 5 RB HD 蛋白 结合 位 点 同 源 的 保 
守 序 列 TCAATAATT( - 422 ~ - 418) 及 大 量 的 含有 
TAAT 基 序 的 成 串 排列 重复 序列 ,这些 序列 中 可 能 含 
有 后 部 丝 腺 特异 性 结合 因子 SGF-2 以 及 泛 在 因子 
SGF-3、SGF-4 的 结合 位 点 。 对 比 füb- H. 的 调控 模式 
(Grzelak, 1995) ,推测 ib- L. 的 调控 位 点 可 能 更 为 多 
元 化 与 复杂 化 (图 5)。 

已 有 研究 表明 ,A/T 序列 含量 与 基因 的 转录 活 
性 正 调控 有 关 , 如: 将 法 国 菜豆 的 8- 菜豆 蛋白 (B- 
phaseolin) 基因 启动 子 中 的 A/T 富 含 序列 插入 到 
CaMV 35S-90 启动 子 上 游 ,结果 使 gus 基因 在 转基因 
烟草 中 表达 量 大 幅度 提高 (Bustos et al., 1989); 将 
Bi GS2 基因 启动 子 中 一 个 33 bp A/T E & PF Jl dk 
失 , 结 果 导 致 转基因 烟草 中 gus 活性 下 降 10 (Ë 
(Tjaden and Coruzzi ，1994) 。 我 们 所 克隆 的 启动 子 富 
含 AT 序列 (4 种 碱 基数 分 别 为 216 A, 199 T, 104 
C, 906) ,尤其 是 与 6b-H 的 5' 上 游 调控 位 点 C.D.E 
区 相似 性 高 的 -430 ~ - 230 KR, A/T SIA 75%, 
这 段 序列 是 否 也 有 可 能 与 基因 的 转录 活性 正 调控 相 
关 , 还 有 待 于 进一步 研究 。 | 

以 往 的 报道 一 般 认为 家 乔 丝 素 基因 只 在 后 部 丝 
腺 特异 性 转录 表达 ,本 研究 中 的 家 和 看 丝 腺 瞬时 表达 结 


果 也 符合 这 一 传统 结论 。 已 经 证 实 ,至 少 有 6 种 蛋白 
因子 参与 丝 素 基 因 和 转录 的 调控 : SGF-1 ~ SGF-4、 
FBF-Al 和 FMBP-1(Grzelak, 1995; 向 仲 怀 ,2005)。 其 
中 ,SGF-1 是 丝 腺 特异 性 因子 ,存在 于 中 、 后 部 丝 腺 ， 
SGF-2 为 后 部 丝 腺 特异 性 因子 ,其 余 为 泛 在 因子 , 广 
泛 存 在 于 各 种 组 织 中 。 一 般 认 为 ,这 些 不 同 的 蛋白 
结合 因子 通过 结合 丝 素 基因 上 游 相 应 位 点 ,实现 对 
丝 素 基 因 的 调控 。 在 后 部 丝 腺 细胞 中 存在 特异 性 的 
蛋白 因子 SGF-1 和 SGF-2, fib-L 启动 子 驱动 的 
DsRed 报告 基因 明显 表达 ,而 在 丝 腺 其 他 部 位 未 见 
DsRed 报告 基因 的 表达 ,可 能 是 由 于 缺乏 SGF-2 的 
调控 作用 导致 。 

但 是 ,本 研究 中 以 来 源 于 家 蚕 卵 梨 组 织 的 BmN 
细胞 进行 fib-L 启动 子 驱 动 下 的 DsRed 报告 基因 进 
行 瞬时 表达 ,结果 也 可 见 极 少量 的 表达 。 刘 春 等 
(2005) 通 过 对 大 规模 的 家 看 EST 序列 分 析 发 现 , 丝 
素 和 蛋白 基因 Fhx/P25 不 仅 在 家 看 后 部 丝 腺 高 效 转 
1 AER BS 5 龄 第 3 天 的 卵巢 组 织 及 其 他 
组 织 中 也 有 转录 ,并 且 还 发 现 Fhx/P25 $A OP 5 
中 的 转录 起 始 位 点 比 在 丝 腺 中 的 至 少 要 提前 115 
bp ,表明 丝 素 Fhx/P25 基因 并 不 是 组 织 特 异性 转录 
基因 。 我 们 推测 , 因 和 蛋白 调控 因子 的 协调 作用 , 6b- L 
启动 子 在 后 部 丝 腺 表现 极 高 的 活性 。 但 fib- L 启动 
子 有 可 能 并 非 呈 完全 的 组 织 特 异性 ,在 卵巢 细胞 中 
同样 也 具有 一 定 的 活性 ,这 可 能 是 与 泛 在 因子 的 调 
EE X ,也 可 能 是 由 其 他 未 知 的 调控 机 制 引 发 , 如 
mRNA 的 选择 性 拼接 等 ( 刘 春 等 ,2005) 。 

此 外 ,本 研究 还 关注 到 家 蚕丝 腺 自身 非特 异性 
荧光 背景 对 报告 基因 检测 的 影响 。 通 过 不 同 品种 间 
的 比较 筛选 出 合适 品种 用 于 报告 基因 的 瞬时 表达 研 
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